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A confirmation procedure is described for control on residues of 
tranquillizers in porcine kidney using a combination of gas chromato-
graphy and mass selective detection in the electron impact mode. 
Above concentrations of 50 ~g/kg the identity of the tranquillizers 
acepromazine, chlorpromazine , ha1operidol, propionylpromazine, azape-
rone and its main metabolite azape rol could be established via presen-
ce of four adequate diagnostic ions, according to operative EC-guide-
lines. 
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SAHENVATTING 
In dit rapport wordt een procedure beschreven voor bevestiging van de 
aanwezigheid van residuen van enkele tranquillizers in varkensnieren 
met behulp van aan gaschromatografie gekoppelde massa-selectieve de-
tectie in de EI (Electron Impact) modus. 
Boven een concentratie van 50 ~g/kg kan de identiteit van de tranquil-
lizers chloorpromazine, acepromazine, azaperol , propionylpromazine, 
haloperidol, azaperon en azaperol (de hoofdmetaboliet van azaperon) 
worden bevestigd in overeenstemming met de EG-richtlijnen waarbij 4 




In de veterinaire praktijk 1wrden tranquillizers zo1.,el klinisch als 
therapeutisch toegepast. Het gebruik ervan kan aanleiding geven tot 
vorming van residuen. In de praktijk wordt de nier (target-orgaan !) 
op de aam1e zigheid van deze middelen onderzocht . De toegestane maximum 
concentratie in de nier (MRL) bedraagt 100 ~g/kg (12). 
Bij de Nederlandse keuring wordt gebruik gemaakt van een HPLC- methode 
(3) Haarmee enkele tranquillizers en de beta-receptor blocker carazo-
lol kunnen worden bepaald. De bepaalbaarheidsgrens ligt tussen 1 - 10 
~g/kg voor de tranquillizers en is voor carazolol 0,3 ~g/kg . 
Bevestiging, waarbij de identiteit van de component wordt bepaald, is 
met deze methode alleen mogelijk door opname van een UV- spectrum vanaf 
een niveau van ca. 50 ~g/kg. Echter, de informatie-inhoud van een UV-
spectrum is vaak gering, éénduid ige identificatie kan daardoor 1o1orden 
bemoeilijkt. 
Met een door van Ginkel et al . (5) ontwikkelde HPLC-methode kan ook een 
niveau van 50 ~g/kg 1vorden bereikt . Hierbij wordt een zeer be\o~erkel ij­
ke TLC-methode als bevestiging toegepast . 
Het doel van dit onderzoek is een bevestigingsmethodiek op te zetten 
voor de tranquillizers xylazine, chloorpromazine, azaperon, azaperol 
(de hoofdmetaboliet van azaperon), acepromazine, propionylpromazine e n 
haloperidol (zie bijlage 1) . 
In de literatuur zijn enkele methoden beschreven voor de gaschromato-
grafische bepaling van tranquillizers . Rauws et al . (6) beschrijven de 
sc heiding van azaperol en azaperon op een OV- 17 kolom. Zij maakten ge-
bruik van massaspectrametrisc he detektie . Turcant (4) geeft een over-
zicht van de schelding van neutrale en basische geneesmiddelen (\.,aar-
onder enkele tranquillizers) op fused-silica capillaire kolommen • 
Laitem et al . (7) beschrijven de scheiding van propionylpromazine , 
chloorpromazine, promethazine en xylazine op een OV-1 kolom . In alle 
beschreven artikelen worden de tranquillizers direkt (dat 1o1il zeggen: 
zonder derivatisering) op de kolom gebracht . 
In dit rapport wordt het onderzoek beschreven dat is verricht naar de 
mogelijke toepassing van gaschromatografie me t een hieraan gekoppelde 
massaspec trometer met Electron Impact (EI) ionisatie, voor beves tiging 
van de aanwezigheid van tranquillizers in varkensnier. Het doe l van 
he t onderzoek 1vas om na te gaan of het mogelijk 1o1as, de aam1ezigheid 
van alle componenten, in overeenstemming met de vigerende EG-richtlij-
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nen (8, 9), middels één analyse te bevestigen . Tevens \.,erd onderzocht 
in hoeverre de methode van Keukens et al . (3) toepasbaar is als mon-
stervoorbereid ing . 
2 HATERTALEN EN ~1ETHODEN 
2.1 Standaardstoffen 
Chloorpromazine , xylazine, azaperon , acepromazine, azaperol, propio-
nylpromazine, haloperidol en carazolol \.,erden opgelost in methanol en 
daarna verdund met ethylacetaat of (afhankelijk van de toepassing) in 
interne standaardoplossing PCB 138 (2 ng/~1 in ethylacetaat) tot de 
gewenste concentratie . 
2.2 Reagentia 
Alle toegepaste chemicaliën Haren van p . a . hmliteit (Herck), tenzij 
anders aangegeven . Het water wordt bedoeld gedemineraliseerd water 
(gezuiverd met behulp van een Hilli-Q zuiverings-systeem, specifieke 
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Natriumchlorideoplossing, 10% in water 
Zwavelzuuroplossing , 0,01 H in water 
Zure acetonitril-oplossing (1 ml 0,05 H zwavelzuuroplossing in 100 rul 
acetonitril) 
Ethylacetaat (Uvasol kwaliteit) 
Natronloogoplossing, 0,5 H in water 
tert-Butyl-methylether (TBME) 
2 ,3,4,2',4',5'-hexachlorobiphenyl (PCB 138), 2 ng/~1 in ethylacetaat 
(Promochem) 
Sep-Pak C18 cartridges (Millipore) 
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CP Sil 5 CB: 1 = 25 m; ID = 0, 22 mm; filmdikte 
0 , 12 pm (fused silica kolom , Chrompack) 
helium; lineaire snelheid 30 cm/sec 
20 ml/min , geopend 4 min. na injectie 
Septurn flush 3 ml/min; geopend 4 min. na injectie 
Temperatuur injector: 260 °C 
Injectievolume 5 pl splitless 
0 Temperatuurprogramma: initial hold: 2 min 80 C 
opwarm snelheid oven : 10 °C/min 
final hold : 2 min 260 °C 
Massa selectieve detector: 
Hassabereik m/z 40-800 
Ionisatiebron : Electron Impact (EI) (70 eV) 
MS interface : direkt gekoppeld aan fused silica kolom 
0 
temperatuur interface = 260 C 
2. 4 Hansteropwerking 
Homogeniseer de gehele nier na verwijdering van overmatig ve t in een 
keukenmachine (Moulinette) . 
Heeg 10 g homogenast af in een polypropyleen centrifugebuis van 80 ml. 
Pipettee r onder voortdurend mengen met een vibrofix (IKA vibrofix, ca . 
750 rpm) 20 ml acetonitril in de centrifugebuis. Sluit de buis af en 
meng 45 sec . bij 1500 rpm . Plaats de buis gedurende 2 min. in een 
ultrasoonbad en centrifugeer hierna 5 min. bij 4000 g (HSE-Goolspin). 
Activeer een Seppak C-18 cartridge met achtereenvolgens 5 ml methanol 
en 5 ml Hater. Sluit de Seppak aan op een weg\verpspuit ()50 ml). Breng 
in de s puit 50 ml natriumchlorideoplossing 10% en 7 , 5 ml van het mon-
sterextract. Meng de inhoud van de injectiespuit en pers het geheel 
geleidelijk door de cartridge. Spoel vervolgens de cartridge met 1 ml 
zHavel zuur 0,01 M, blaas door met 2 ml lucht e n e luee r de componenten 
me t 2 ml aange zuurd e acetonitril . 
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Vang het eluaat op in een gecalibreerde puntbuis welke vooraf gespoeld 
is met geconcentreerde ammonia , \va ter en aceton. Venvarm het eluaat 
tot 70 °C en damp in tot een volmue van ca. 300 ~1 via overleiden van 
een stikstofstroom . Meng het residu en voeg direct 1 ml hexaan toe. 
Meng 30 sec . op de vibrofix (700 rpm), centrifugeer 5 min. bij 2000 g 
(MSE-coolspin) en verwerp zoveel mogelijk van de bovenstaande hexaan-
fase. Herhaal de extractie met hexaan nogmaals en venverp deze even-
eens. 
Breng hierna 150 ~1 0,5 M natronloogoplossing bij de waterige fase, 
meng en voeg hierna 1 ml tert-butyl-methylether (TBME) toe. Meng 30 
sec. op de vibrofix (700 rpm), centrifugeer 2 min. bij 1000 g 
(MSE-Coolspin) en isoleer de bovenstaande fase in een 4 ml monsterpot-
je. 
Herhaal de extractie met TBME nog twee maal en verzamel de etherfasen . 
Damp met behulp van een stikstofstroom in tot droog, onder verwarming 
( t = 30 °C). 
Neem het verkregen residu op in 25 ~1 interne standaardoplossing PCB 
138 (2 ng/~1) in ethylacetaat . Breng hiervan zoveel mogelijk over in 
een met een septurn af te sluiten monsterpotje dat geschikt is voor de 
autoinjector van de gaschromatograaf . 
I njecteer 5 ~1 van deze oplossing in de GC-,."1S en injecteer eveneens 
standaardoplossingen in interne standaardoplossing (PCB 138: 2 ng/~1 
in ethylacetaat) met concentraties van 0,5; 1; 2; 5; 7,5 en 10 ng/~1. 
3 RESULTATEN EN DISCUSSIE 
3.1 Chromatografie 
Alle genoemde componenten werden meestal niet in één analysegang geme-
ten. De eerste experimenten waren er mede op gericht , de mogelijkheden 
hiertoe te onderzoeken. Een standaardmengsel van xylazine, chloorpro-
mazine, azaperon, acepromazine, azaperol, propionylpromazine, halope-
ridol en carazolol '~rd opgenomen in een oplossing van PCB 138 (2 
ng/~1 in ethylacetaat). De concentratie van de componenten bedroeg 10 
ng/~1. Het standaardmengsel 1verd geanalyseerd op de HP-NSD onder de 
condities beschreven in 2.3. De detectie vond plaats in de "full scan 
mode". 
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Uit het verkregen chromatagram (bijlage 2, figuur 1) bleek dat alle 
tranquillizers met het systeem ,.,aren te scheiden . De beta-rece ptor 
blocker carazolol daarentegen bleek namo~elijks respons op te leveren 
zodat geen praktisch bruikbare informatie ,.,erd verkregen. Voor deze 
component zal gezocht worden naar een geschikte derivatisering, bij-
voorbeeld zoals is voorgesteld door Petzen Desager (1,2). In het ka-
der van dit onderzoek is het gedrag van carazolol niet verder bestu-
deerd. 
3.2 Spectrale informatie 
Van de te onderzoeken tranquillizers zijn standaardoplossingen gemaakt 
met een concentratie van 10 ng/~1. Van deze oplossingen werd 3 ~1 ge-
ïnjecteerd voor het verkrijgen van EI spectra. Het scanbereik van de 
MS werd ingesteld van m/z 40 tot m/z 800. De op deze wijze verkregen 
spectra zijn weergegeven in bijlage 2 , figuren 2 tm. 8. 
3.3 Herhaalbaarheid EI-meting 
De massaspectrometer werd i ngesteld op "selected ion monitoring" (SIH) 
analyse. Vervolgens ,.,erden voor elke component 5 tot 6 onafhankelijke 
diagnostische ionen geselekteerd. De herhaalbaarheid van de fragmenta-
tie \o~erd bepaald door tien maal een standaardoplossing met een concen-
tratie van 5 ng/~1 te injecteren . De resultaten zijn weergegeven in 
bijlage 3. Tevens werd de herhaalbaarheid van de retentietijd en abso-
lute intensiteit bepaald. Hierbij werd voor elke component, van de re-
tentietijd en intensiteit van de "basepeak" (hoofdmassa) gebruik ge-
maakt. De resultaten van de herhaalbaarheid van de retentietijd zijn 
vermeld in bijlage 4; de resultaten van de herhaalbaarheid van de 
absolute intensiteit in bijlage 5. 
Door de EG (9) zijn onder andere de volgende bevestigingacriteria voor 
lage resolutie MS vastgesteld: 
-De relatieve retentietijd van de component , gedefinilerd als de ver-
houding van de absolute retentietijd in seconden van de te meten 
component ten opzichte van de absolute retentietijd in seconden van 
de interne standaard (A), dient gelij k te zijn aan de r e latieve re-
tentietijd van de overeenkomstige standaard , met een maximale afwij-
king van + 5 sec/A. 
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- De relatieve intensiteit van 3 fragmentionen van een monsterspec-
trum, uitgedrukt als percentage van de intensiteit van het meest 
intense ion (basepeak), moet gelijk zijn aan de relatieve intensi-
teit van de overeenkomende fragmentionen van de standaard met een 
maximale ahlijldng van + 10% (EI- mode). 
Uit de verkregen resultaten blijkt , dat voor alle componenten de her -
haalbaarheid van de retentietijd zodanig is dat aan bovenstaande eis 
\•lOrd t voldaan. 
De herhaalbaarheid van de absolute intensiteit , van geselecteerde 
ionen, van de onderzochte verbindingen en de interne standaard PCB 138 
vertonen een grote variatiecoëfficiënt. Vergelijkbare resultaten, 
waarbij de variatie in intensiteit, na correctie met behulp van de 
interne standaard, ook aanzienlijk was, werden reeds eerder waargeno-
men bij de analyse van beta-agonisten (11). Voor geselecteerde frag-
mentionen is de herhaalbaarheid van fragmentatie bekeken. Voor beves-
tigingadoeleinden is een r eproduceerbaar fragment a t iepatroon bel ang-
rijk . Daarom \•lorden binnen ons laboratorium ionen waarvan de pie ken 
een grotere varia tiecoëffic iënt dan 10% vertonen niet beschomo1d als 
geschikte diagnosti sc he ionen . 
Uitgaande van dit criterium blijkt uit de resultaten voor standaarden 
dat voo r de componenten chloorpromazine, azaperon, acepromazine, 
azaperol en propionylpromazine vier fragmenten beschi kbaar zijn 
waarvan de herhaal baar heid voldoet aan deze eis; de herhaalbaarheid 
van de fragmentatie van xyla zine voldoet nie t . Naar de bepaling van 
xylazine is geen verder onderzoek verricht . 
Haloperidol voldeed in dit experiment niet aan het criteriwu maar 
bleek in andere experimenten wèl aan de eisen te voldoen. 
3. 4 Selectie fragmentionen 
Bij analyse van monste rs , waarbij wordt voldaan aan de door de EG ge-
stelde criteria voor retentie- en massaspectrametrische e isen, 1o1erden 
voor elke component vier ionen geselecteerd. Deze SIM-analyse is ge-
voeliger en selec tiever dan een Full Scan-analyse waarbij alle massa ' s 
\>lorden geme ten . Bij de selectie van vier geschikte fragmentionen voor 
SIM anal yse werden de navolgende parameters aangehouden : 
-de intensi t ei t ten opzichte van de basepeak . De i n tensiteit moe t, 
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bij voorkeur meer dan 10% van de intensiteit van de basepeak bedra-
gen (hierbij dient echter ook de absolute intensiteit in ogenschouw 
te worden genomen). De detectiegrens van een component wordt bepaald 
door de intensiteit van het minst intensieve fragmention. 
- de herhaalbaarheid van een fragmention (maximaal 2:_ 10%) . 
- de aamvezigheid van voldoende ionen die voldoen aan bovenstaande ei-
sen, waarbij de keuze van isotoopionen moet worden uitgesloten . 
De geselecteerde fragmentionen zijn ~veergegeven in tabel 1. 
Tabel 1 : Geselecteerde fragmentionen voor analyse van tranquillizers. 
Component ionen ( m/ z) 
chloorpromazine 318* 272 86 233 
azaperon 107* 233 165 309 
acepromazine 326* 280 241 197 
azaperol 107* 235 121 222 
propionylpromazine 340* 294 255 197 
haloperidol 224* 237 123 206 
(het met * gemerkte fragmention is de basepeak; de intensiteit van de 
geselecteerde fragmentionen loopt af van links naar rechts) 
3. 5 Monsteronderzoek 
3. 5.1 Selectie methode 
Een monstervoorbereiding waarbij de minimale concentratie aan tran-
quillizers, die in het GC-MS (D) systeem worden gebracht, ligt in de 
range van 2-10 ng/)ll kan geschikt zijn voor bevestiging van deze com-
ponenten. Voor de monsteropwerking ~verd gekozen voor de relatief korte 
en eenvoudige methode van Keukens et al. (3), welke reeds in de prak-
tijk werd getest in een surveillance programma (10). De methode berust 
op extraktie met acetonitril , een eenvoudige zuivering over een Seppak 
C18 kolonunetje , elutie met zure acetonitril , afdampen en zuiveren van 
de resterende waterige fase met hexaan . De waterige fase is geschikt 
voor "re ver sed phase" HPLC a nalyse . 
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Voor de GC-HS (D) analyse dient men zoveel mogeli jk van de te bepalen 
component uit de ,.,aterige fase in een voor GC geschikt organische fase 
over te brengen. Voor dit doel zijn verschillende extraktiemiddelen 
getest. Omdat de tranquillizers basische componenten zijn is extraktie 
vanuit een alkalische oplossing noodzakelijk . Een oplossing van 2 , 5 
~g/ml aan tranquillizers in 0,01 H zwavelzuur ,.,erd alkalisch gemaakt 
met behulp van 0,5 M natronloog. Hierna volgde extraktie met 3 maal 1 
ml organisch oplosmiddel . De verzamelde organische fase '"erd inged ampt 
en het residu werd opgenomen in 0,01 M zwavelzuur. De oplossing \rerd 
geanalyseerd met behulp van HPLC. 
Getest werden cyclohexaan, iso-octaan, pe troleumether , diethylether, 
ethylacetaat, hexaan en tertiaire butylmethylether (TBME). 
De resultaten van de gevonden extraktierendementen staan weergegeven 
in tabel 2. 
Tabel 2 : Resultaten extraktierendement tranquillizers vanuit alkali-
sche oplossing me t diverse organische oplosmiddelen (% t.o .v. 
de standaardoplossing). 
1 2 3 4 5 6 7 
chloorpromazine 75 22 11 11 88 93 
azaperon 87 74 65 71 13 75 88 
acepromazine 100 29 8 21 76 83 
azaperol 73 72 56 35 85 82 
propionylpromazine 75 11 7 26 72 85 
halope ridol 94 98 53 96 23 78 100 
----------------------------------------------------------------------
1: cyclohexaan, 2: iso-oc t aan, 3: petroleumether, 4: diethylethe r, 
5: ethylacetaat, 6: hexaan, 7: tertiaire butyl methylether (TBME). 
Op basis van de gevonden resultaten werd gekozen voor het extraktie-
middel TBHE. 
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3.5.2 Analyse nier 
De bestaande op1·1erkingsmethode van Keukens et al . 1verd getest. Hon-
sters nier 1verden gespiked met enkele tranquillizers. Uit de gevonden 
resultaten bleek dat, met behulp van de EG - criteria voor LRHS, de 
aamvezigheid van residuen vanaf een niveau van 100 J,lg/kg kon 1o10rden 
bevestigd. 
Het de gevolgde \verkl</ijze 1vas bevestiging op een lager niveau niet 
mogelijk. 
Door uit te gaan van meer monstermateriaal kon niet op een lager ni -
veau worden bevestigd . De achtergrond bij de meting was dan te hoog. 
Dit \verd veroorzaakt door resten vervuilde hexaan die in de TilHE-fase 
geraken. Door een extra extractiestap met hexaan in de opl>lerkingsme-
thode op te nemen kon het resultaat worden verbeterd . 
De resultaten van dit in duplo uitgevoerde experiment staan samengevat 
in tabel 3. 








nier nie r nier nier nier nier 
bl. bl. 10 20 50 100 
J,lg/kg J,lg/kg J,lg/kg J,lg/kg 
a b a b a b a b a b a b 
4 4 4 4 l l 4 4 4 
4 4 4 3 4 4 4 4 
4 2 4 4 4 4 4 l l 
4 4 4 4 4 4 4 4 
4 2 4 3 4 4 4 4 
4 2 4 3 ll 4 4 4 
----------------------------------------------------------------------
a : gevonden aantal geselecteerde fragment ionen . 
b: aantal fragmentionen waarbij de relatieve intensiteit ten opzichte 
van de basepeak overeenkomt met de standaard (±_ 10%). 
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Uit deze tabel blijkt duidelijk dat de monsters dusdanig zijn gezui-
verd dat bij blanco nieren geen storingen worden waargenomen voor de 
geselecteerde ionen. Voor de tranquillizers blijkt dat vanaf een 
niveau van 50 l.lg/kg bevestiging moge lijk is met GC/HS Haarbij voldaan 
\•mrdt aan de EG criteria voor " loH resolution" MS. Het experiment \o7erd 
op een niveau van 20 pg/kg nog eens in vijfvoud herhaald. De resulta-
ten kwamen overeen met de resultaten uit tabel 3. 
Over het gebied 10 - 100 ppb \o7as de intensiteit van de basepeak van 
iedere component redelijk lineair (Bijlage 6, figuren A en B). De 
meet\o7aarden in de figuren zijn gecorrigeerd voor variaties in het 
injectievolume. 
In bijlage 7, 8 en 9 \o7orden de chromatagrammen van een standaard (2 
ng/JJl), blanco nier en een op 50 l.lg/kg gespikete nier \o7eergegeven. 
Hierbij staat een totaal ionen chromatagram (TIC) en van elke indivi-
duele component het chromatagram van de bijbehorende basepeak afge-
beeld . 
Extra opzuivering van monsters door niet t\o7ee maal maar drie maal met 
hexaan te extraheren bracht geen verdere verbetering . Het niveau waar-
op kon \mrden bevestigd kon hierdoor niet verder \mrden verlaagd. 
3.5.3 Storingsanalyse 
De SU1-analyse van de tranquillizers \olOrd t niet gestoord door aamo7e-
zigheid van promazine, nitrazepam, diazepam, carbamazepine, oxazepam, 
amitriptyline, lorazepam, prochlorperazine, nefopam, cyclizine, pe r-
phenazine en hydroxizine. 
4 CONCLUS lES 
Het de beschreven procedure is het mogelijk een bevestiging uit te 
voeren voor tranquillizers in monsters varkensnier met behulp van aan 
gaschromatografie gekoppelde massa selectieve detectie in de EI mode . 
Boven een concentratie van 50 l.lg/kg kan de identiteit van de tranquil-
lize rs chloorpromazine, azaperon, acepromazine, propionylpromazine, 
haloperidol, azaperon en azaperol \o7orden bevestigd, in overeenstemming 
met de EG-richtlijnen voor LRMS (Lo\>1 Resolution Hass Spectrometry) 
\vaarbij 4 diagnostische ionen moeten worden aangetoond. 
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Het de beschreven procedure is het niet mogelijk de aamo1ezigheid van 
r esid uen van xylazine en de beta- receptor blocker carazolol te be-
vestigen . 
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